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RESUMEN
Un set de seis loci microsatélites fue utilizado como herramienta molecular para identificar el genotipo de los 
reproductores y asignar el parentesco a diferentes familias de Pseudoplatystoma fasciatum. Las progenies 
cultivadas en situación comunal fueron obtenidas por la reproducción inducida de los óvulos de una hembra 
con un pool de esperma de cuatro machos. Todos los loci microsatélites mostraron apropiada amplificación y 
polimorfismo, con alelos diagnósticos o combinación de alelos para identificar a los reproductores y asignar 
el parentesco sin riesgo a equivocarse. Los alelos nulos encontrados en los loci Pcor 7 y Pcor 8, no dificultaron 
la identificación de la progenie. Se obtuvieron cuatro familias de medio-hermanos (en cada etapa de 
muestreo). Resultados de este estudio demuestran la utilidad de las herramientas genéticas en la asignación de 
parentesco en familias de Pseudoplatystoma fasciatum cultivadas comunalmente.
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PARENTAGE ASSIGNMENT IN LARVAL Pseudoplatystoma fasciatum (Linnaeus, 1766) 
PRODUCED IN CAPTIVITY
ABSTRACT
A set of six microsatellite loci was used to identify the genotype of the breeder and assign kinship in different 
families of Pseudoplatystoma fasciatum. The progenies bred communally were obtained by combining the 
eggs of a female with a pool of sperm from four males. All microsatellite loci showed appropriate 
amplification and polymorphism with unique alleles or a combination of alleles to identify the breeder and 
assign kinship without risk of error. Null alleles were encountered at loci Pcor 7 and Pcor 8, but there was no 
difficulty in identifying progeny. Four half-sibling groups were tested (at each stage of sampling). Results of 
this study demonstrate the utility of genetic tools in assigning parentage in families of Pseudoplatystoma 
fasciatum bred communally.
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La doncella, Pseudoplatystoma fasciatum, es uno de 
los bagres amazónicos que sustenta la pesquería 
comercial en la región Loreto. Esta especie presenta 
un gran potencial para la producción comercial en 
toda América del Sur (Kossowski, 1996; Goulding, 
1980; Reid, 1983). Debido a la calidad de su filete y 
su agradable sabor, genera una gran demanda en el 
mercado regional e internacional, que por ahora, es 
cubierta a través de la pesca comercial en ambientes 
naturales (Tello & García, 2009). Esta demanda en 
los últimos años viene ocasionando el aumento de la 
presión de pesca, y la captura de individuos en tallas 
por debajo del tamaño de primera madurez sexual, lo 
que estaría causando la disminución de sus 
poblaciones naturales y pérdidas económicas para el 
futuro del sector pesquero (Tello & García, 2009).
La piscicultura de esta especie, además de ser una 
alternativa económica que genera ingresos para la 
región Loreto (García et al., 2009), también es una 
buena opción para reducir la sobrepesca de las 
poblaciones naturales, contribuyendo de esta 
manera a la conservación del recurso (García et al., 
2009). En ambientes controlados, P. fasciatum tiene 
una elevada tasa de crecimiento (1,2 kg y 45 cm en 
18 meses) y fecundidad (150 000 óvulos/kg). 
Además, de una buena resistencia a la manipulación 
y adaptación a dietas balanceadas (Nuñez, 2009). A 
pesar de estas bondades, hasta el momento la 
piscicultura de la doncella no ha alcanzado el 
desarrollo esperado. La principal limitante es la 
elevada tasa de mortalidad, ocasionada por el alto 
nivel de canibalismo que presentan sus larvas 
(Montalvan, 2008; Nuñez et al., 2008, Nuñez et al., 
2011). El monitoreo de los progenitores y de sus 
progenies permite un desarrollo controlado del 
proceso de domesticación. El uso de los marcadores 
moleculares como barcode permite este mismo 
monitoreo en situación de cautiverio comunal de las 
larvas y de los alevines.
Los perfiles genéticos de DNA han sido propuestos 
como una herramienta para el monitoreo de la 
progenie de peces cultivados para la acuicultura 
(Harris et al., 1991). De todas las herramientas 
moleculares, los microsatélites (secuencias de DNA 
nuclear constituidas por repeticiones en tándem de 
entre uno a seis nucleótidos) mostraron ser las mas 
útiles en estudios de parentesco (Borrell et al., 2002; 
Castro et al., 2006; Herlin et al., 2008; Chakraborty 
et al., 1988; Kellogg et al., 1995; Garber et al., 2010) 
y en la reconstrucción de pedigree de poblaciones 
comúnmente cultivadas para la acuicultura (Harris 
et al., 1991), debido a que presentaron una gran 
variabilidad en peces marinos y de agua dulce (De 
Woody & Avise, 2000; Revaldaves et al., 2005;
Pereira et al., 2009). Por lo tanto, hacen posible la 
realización de estudios que involucran el cultivo de 
diferentes progenies en ambientes comunales 
(estudios que antes fueron imposibles, debido a 
problemas relacionados con la determinación del 
parentesco). Los perfiles de microsatélites hacen 
posible la asignación de individuos a grupos de 
familias cultivadas en un mismo tanque, 
minimizando así la variación ambiental y 
permitiendo evaluar la relación intra e inter-familiar. 
En este trabajo se pretende identificar el genotipo de 
los reproductores y establecer el parentesco a un 
grupo de larvas de P. fasciatum cultivadas en 
situación comunal, provenientes de la fertilización 
de una hembra con cuatro machos.
MATERIALES Y MÉTODOS
La investigación fue realizada en los laboratorios de 
reproducción inducida de Peces y de Biología y 
Genética Molecular (LBGM), del centro 
experimental de Quistococha - Instituto de 
Investigaciones de la Amazonía Peruana (IIAP), 
Ubicado en el 4,5 km de la Carretera Iquitos-Nauta, 
Distrito de San Juan Bautista, Provincia de Maynas, 
departamento de Loreto.
OBTENCIÓN DE LOS REPRODUCTORES
Fueron seleccionados una hembra con presencia de 
óvulos maduros y cuatro machos maduros (emisión 
de semen por presión abdominal) de un total de 56 
individuos adultos (del stock de reproductores 
identificados individualmente con microchips "Pit 
Tags"). De cada reproductor se colectó y conservó en 
alcohol al 96% un fragmento de aleta anal para la 
extracción de DNA y posterior determinación del 
genotipo.
OBTENCIÓN DE GENOTIPO DE REPRODUCTORES 
La extracción del DNA de los progenitores de 
doncella fue realizada mediante el método CTAB 
modificado (Doyle & Doyle, 1987), a partir de la 
membrana Interradial de la aleta anal. Los genotipos 
fueron establecidos utilizando seis marcadores 
microsatélites diseñados para Pseudoplatystoma 
corruscans por Revaldaves et al., 2005 (Tabla 1). 
Las amplificaciones de PCR se llevaron a cabo en un 
volumen final de 10 μl, conteniendo 100 ng de DNA 
en buffer PCR 1X, 0,4 μM de cada primer, 0,2 mM 
de dNTPs, 1,5 mM de MgCl , 0,4 unidades de Taq 
polimerasa y agua 2 ultrapura. Las condiciones de 
amplificación fueron: 2 min a 92 ºC, seguido de 30 
ciclos comprendidos por: 1 min a 95ºC, 1 min a la 
temperatura de hibridación (Tabla 1) y 1 min a 72 ºC,
terminando con una extensión final de 10 min a 72 
ºC. Los alelos fueron separados en un analizador 
genético Applied Biosystems 3130 para lo cual se 
preparó una solución que consiste en: 8.6 μl de 
formamida, 0.4 μl de ROX 500 y 1μl del producto de 
PCR. Los pesos de los alelos fueron determinados 
mediante el software Peak scannerversion1.0 
(https://products.appliedbiosystems.com).
OBTENCIÓN Y CULTIVO DE LA PROGENIE
La reproducción inducida fue realizada según el 
protocolo de Nuñez et al. (2008). La fertilización fue
realizada combinando 30 g de óvulos de una hembra 
(H) con una mezcla de esperma de cuatro machos 
(M). En total se obtuvieron cuatro familias 
(numeradas de 1 a 4) por la combinación de la 
hembra con los cuatro machos (numerados de 1 a 4). 
Una vez ocurrida la eclosión en las incubadoras, 
3000 larvas a 1 dpf (día post-fertilización) fueron 
colectadas al azar y transferidas a tres tanques de un 
sistema de circuito cerrado (1000 larvas por tanque), 
donde fueron mantenidos en completa oscuridad 
durante un periodo de 26 días para desarrollar varios 
experimentos (no descritos aquí) sobre su viabilidad, 
crecimiento y desarrollo ontogénico (Nuñez et al., 
2011). La alimentación fue suministrada a partir del 
tercer día post-fertilización (dpf) y consistió en 
nauplios de artemia, con una frecuencia de cinco 
veces al día desde las 7 horas y 30 con un intervalo de 
3 horas.
MUESTREO DE LA PROGENIE
Se realizaron tres muestreos al azar, con tres 
repeticiones y en las tres etapas del desarrollo de la 
progenie. El control 1 (Figura 1A) fue realizado a 1 
dpf y consistió en una colecta de larvas. El control 2 
(Figura 1B) fue realizado a los cinco días (alevines 
de 5 dpf). Finalmente el control 3 (Figura 1C) fue 
realizado a los 26 días (alevines de 26 dpf). Para cada 
control se colectaron al azar 50 individuos en cada 
una de las tres repeticiones. Cada uno de los 
individuos fue fotografiado (fotodocumentado), 
utilizando un microscopio estereoscopio Leica, y 
conservado en alcohol al 96% hasta el momento del 
análisis del DNA.
OBTENCIÓN DEL GENOTIPO DE LA PROGENIE 
El DNA de las larvas a 1 dpf fue obtenido por 
trituración de todo el cuerpo del individuo; en los 
alevines a 5 dpf también se utilizó todo el cuerpo, a 
excepción del estómago por contener DNA exógeno 
(nauplios de artemia); mientras que en los alevines a 
26 dpf sólo se utilizó la parte posterior del cuerpo. La 
extracción se realizó con el método CTAB (Doyle & 
Doyle, 1987), realizándose una modificación al 
protocolo convencional, disminuyendo las 
proporciones de los reactivos a la mitad, debido al 
pequeño tamaño de  las  mues t ras .  Las  
amplificacionesy los análisis de los alelos fueron 
realizados con el mismo protocolo utilizado en la 
obtención del genotipo de los reproductores.
DETERMINACIÓN DE PARENTESCO EN LARVAS DE Pseudoplatystoma fasciatum
(Linnaeus, 1766) PRODUCIDAS EN CAUTIVERIO
Tabla 1. Locus, motivos de repetición, rango de tamaño y temperatura de hibridación de seis loci 
microsatélites utilizados para la asignación de parentesco en larvas de Pseudoplatystoma fasciatum.
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ASIGNACIÓN DE PARENTESCO
Los perfiles de los microsatélites de los seis loci 
fueron utilizados para identificar a los progenitores 
de los 150 individuos analizados dentro de las cuatro 
familias.
El análisis fue realizado usando el software 
Probmax, (http://www.uoguelph.ca/~rdanzman/ 
software/PROBMAX/) el cual consiste en calcular 
la probabilidad de cada uno de los progenitores 
potenciales sea el padre del individuo considerado, 
con base en la compatibilidad entre los genotipos de 
ambos y teniendo conocimiento del genotipo de la 
madre.
Los resultados también fueron verificados 
manualmente buscando los alelos o combinaciones 
de alelos diagnósticos de las familias.
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
IDENTIFICACIÓN GENÉTICA DE LOS 
REPRODUCTORES
De los seis loci microsatélites utilizados en este 
estudio, cinco, permitieron la diferenciación 
genética de los reproductores sin riesgo de 
equivocarse. El locus con mayor número de alelos 
diagnósticos entre los reproductores fue Pcor 8 
(macho 2: alelos 167 y 169, macho 3: alelos 175 y 
185, macho 1: alelos 181 y macho 4: alelo 179). En 
tanto que el locus Pcor 10 no presentó ninguno. En 
cuanto a los reproductores, el macho 4 presentó 
mayor número de alelos diagnósticos (8 alelos): Pcor 
1 (104), (120), Pcor 2 (223), (225), Pcor 5 (155), 
Pcor 7 (229), (257) y Pcor 8 (179), en tanto que el 
macho 1 presentó solo dos: Pcor 5 (151) y Pcor 8 
(181) (Tabla 2).
ASIGNACIÓN DE PARENTESCO DE LA PROGENIE
En el muestreo 1 (Tabla 3) solo 3 larvas no 
presentaron alelo diagnóstico en sus genotipos, 
estableciéndose su parentesco con la familia 1 por la 
combinación diagnostica de alelos presente. En este 
control el mayor número de larvas perteneció a la 
familia 4 (23 larvas), y el menor número fue 
reportado para las familias 1 y 3 (5 larvas para cada 
una).
Los alevines de los muestreo 2 y 3 presentaron alelos 
diagnósticos en sus genotipos, permitiendo una fácil 
identificación de sus parentescos (Tabla 3). En el 
muestreo 2 el mayor número de alevines perteneció a 
la familia 2 (21 alevines) y el menor a la familia 1 (3 
alevines). Mientras que en el muestreo 3, el mayor 
número de alevines perteneció a la familia 4 (23 
alevines) y el menor a la familia 3 (5 alevines). No 
encontrándose ningún individuo de la familia 1.
PERSPECTIVAS
Actualmente los marcadores moleculares vienen 
siendo utilizados en la caracterización de stocks de 
reproductores, de su progenie y en programas de 
domesticación. Los marcadores aloenzimáticos han 
sido utilizados preferentemente hasta mediados de 
los años noventa en estudios de salmones (Pasdar et 
al., 1984; May & Jonson, 1993), en peces del género 
Xiphophorus (Morizot et al., 1991), en el hirame 
Paralichthys olivaceus (Liu et al., 1997) entre otros.
Los marcadores moleculares RAPD fueron 
utilizados en bagres como el pez gato americano 
Ictalurus punctatus y el pez gato azul Ictalurus 
furcatus (Lui et al., 1998). En los últimos años la 
determinación de parentesco de peces como el 
lenguado japonés (Hara & Sekino, 2003), el bacalao 
del atlántico Gadus morhua (Herlin et al., 2007), el 
lenguado senegalés Solea senegalensis (Castro et 
al., 2006), la Acedía del Japón Pleuronectes 
herzensteini (Kim et al., 2007), el rutilo Rutilus 
rutilus (Hamilton & Tyler, 2008) y la anchoa europea 
Engraulis encrasicolus (Borrell et al., 2011) esta 
b a s a d a  p r i n c i p a l m e n t e  e n  m a r c a d o r e s  
microsatélites. La preferencia en el uso de este 
marcador es debido a su alto nivel de variación 
genética, es decir que son altamente polimórficos o 
informativos a nivel intrapoblacional (Liu & Cordes, 
2004). En cuanto que los marcadores isoenzimáticos 
presentan el problema de ausencia de polimorfismo 
para uno o varios de los loci disponibles para una 
especie, que son aproximadamente entre 10 a 20 por 
especie (Murphy et al., 1990), y los marcadores 
RAPD sufren de falta de reproducibilidad, 
ocasionando perfiles genéticos diferentes por 
variaciones de laboratorio a laboratorio o de 
diferentes termocicladores (Penner et al., 1993; 
Wang et al., 1993).
Antiguamente el monitoreo de las progenies de 
doncella podía ser realizado solo con las familias 
cultivadas separadamente. Esto dificultaba la 
evaluación de las respuestas de las progenies, pues 
no había certeza que la diferencias observadas se 
deba a diferencias intrínsecas de la progenie, o hayan 
sido inducidas por pequeñas variaciones 
medioambientales.
El estudio comunal solo era posible cuando los 
especímenes eran lo suficientemente grandes para 
que puedan ser diferenciados por marcación con pit 
tags.
La posibilidad de caracterizar los reproductores y 
asignar el parentesco a las progenies en diferentes 
momentos (etapas) durante el desarrollo de su 
historia de vida temprana, abre un horizonte nuevo a 
estos estudios permitiendo el monitoreo de 
parámetros en situación comunal con una alta 
pertinencia estadística, como por ejemplo el 
monitoreo de la velocidad de crecimiento, 
adaptación a dietas y resistencia, entre otros. 
Asimismo, evaluar en una forma más efectiva las 
diferencias entre las familias cultivadas en situación 
comunal.
Esto también ha sido demostrado en otras especies 
de peces tales como el salmón Atlántico (Salmo 
solar) y la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) 
donde a partir de 8 y 4 marcadores microsatélites 
altamente polimórficos demostraron también que se 
puede determinar el parentesco en ausencia de 
marcadores físicos tags e información de pedigree a 
un grupo de f ami l i a s cul t ivada s en forma comuna 
l , respectivamente (Norris et al., 2000; Herbinger et 
al., 1995).
Esta técnica también ha sido exitosamente usada en 
poblaciones naturales en el bacalao del Atlántico 
Gadus morhua donde identificaron el parentesco a 
300 alevinos mediante 8 marcadores microsatélites, 
logrando evaluar la contribución parental del stock 
de reproductores mantenidos en cautiverio en 
estanques comerciales (Herlin et al., 2008). Así 
como en el rodaballo (Hippoglossus hipoglossus) 
donde mediante 5 marcadores microsatélites 
identificaron el parentesco a 145 alevines, logrando 
evaluar el impacto de selección de los individuos 
sobre la diversidad genética de la progenie F1 a ser 
utilizados en futuros stock de reproductores 
(Jackson et al., 2003).
Figura 1. Vista lateral de la progenie de doncella Pseudoplatystoma fasciatum, (A) larva de 1 dpf, 
(B) alevín de 5 dpf, (C) alevín de 26 dpf. Escala Figuras A y B (1 mm); Figura C (10 mm).
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ASIGNACIÓN DE PARENTESCO
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN
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familia 4 (23 larvas), y el menor número fue 
reportado para las familias 1 y 3 (5 larvas para cada 
una).
Los alevines de los muestreo 2 y 3 presentaron alelos 
diagnósticos en sus genotipos, permitiendo una fácil 
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PERSPECTIVAS
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microsatélites. La preferencia en el uso de este 
marcador es debido a su alto nivel de variación 
genética, es decir que son altamente polimórficos o 
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presentan el problema de ausencia de polimorfismo 
para uno o varios de los loci disponibles para una 
especie, que son aproximadamente entre 10 a 20 por 
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que puedan ser diferenciados por marcación con pit 
tags.
La posibilidad de caracterizar los reproductores y 
asignar el parentesco a las progenies en diferentes 
momentos (etapas) durante el desarrollo de su 
historia de vida temprana, abre un horizonte nuevo a 
estos estudios permitiendo el monitoreo de 
parámetros en situación comunal con una alta 
pertinencia estadística, como por ejemplo el 
monitoreo de la velocidad de crecimiento, 
adaptación a dietas y resistencia, entre otros. 
Asimismo, evaluar en una forma más efectiva las 
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Esto también ha sido demostrado en otras especies 
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altamente polimórficos demostraron también que se 
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Esta técnica también ha sido exitosamente usada en 
poblaciones naturales en el bacalao del Atlántico 
Gadus morhua donde identificaron el parentesco a 
300 alevinos mediante 8 marcadores microsatélites, 
logrando evaluar la contribución parental del stock 
de reproductores mantenidos en cautiverio en 
estanques comerciales (Herlin et al., 2008). Así 
como en el rodaballo (Hippoglossus hipoglossus) 
donde mediante 5 marcadores microsatélites 
identificaron el parentesco a 145 alevines, logrando 
evaluar el impacto de selección de los individuos 
sobre la diversidad genética de la progenie F1 a ser 
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Figura 1. Vista lateral de la progenie de doncella Pseudoplatystoma fasciatum, (A) larva de 1 dpf, 
(B) alevín de 5 dpf, (C) alevín de 26 dpf. Escala Figuras A y B (1 mm); Figura C (10 mm).
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Tabla 3. Progenie de doncella Pseudoplatystoma fasciatum asignadas en cuatro familias.
Muestreo 1 5 17 5 23 50
Muestreo 2 3 21 7 19 50
Muestreo 3 - 22 5 23 50
Total de individuos analizados 8 60 17 65 150
MUESTREOS
FAMILIAS
FAMILIA 1 FAMILIA 2 FAMILIA 3 FAMILIA 4
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